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As certezas que temos

De tudo ficaram trés coisas

A certeza de que estamos sempre comecando,
A certeza de que é preciso continuar,
A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar.

Portanto, devemos fazer da
Interrupgdo, um caminho novo,
Da queda, um passo de danca,
Do medo, uma escada,

Do sonho, uma ponte,

Da procura, um encontro.

Fernando Pessoa
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RESUMO

OLIVEIRA, Claudivania Miranda , M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2007. Estrutura e ultra-estrutura dos espermatozéides de Prorops nasuta
(Hymenoptera : Bethylidae). Orientador: José Lino Neto. Co-Orientadores: Clovis
Andrade Neves e Karina Carvalho Mancini.

Nas relacdes evolutivas entre os Hymenoptera ainda hd muitas davidas devido a
sua consideravel diversidade, ao grande numero de espécies e também ao pequeno
tamanho da maioria dos himendpteros parasitdides, o que dificulta sua classificagdo. As
investigacOes ultra-estruturais dos espermatozdides tém fornecido valiosas
contribuicbes para o estudo filogenético de muitos grupos de animais, incluindo os
insetos. Isso porque, os caracteres dessas células apresentam uma natureza mais
conservativa do que aqueles morfoldgicos tradicionalmente usados. Assim, neste
trabalho propusemos caracterizar a morfologia dos espermatozdéides de Prorops nasuta
(Hymenoptera: Bethylidae), utilizando as microscopias de luz e eletronica de
transmisséo. Os espermatozoides em Prorops nasuta medem 665 um de comprimento e
sdo lineares e muito finos. Eles sdo constituidos de uma regido de cabeca, consistindo
de acrossomo e nucleo com 17,5 um de comprimento, e uma regido de flagelo, que
inclui o axonema com arranjo microtubular 9+9+2, adjunto do centriolo, dois corpos
acessorios e dois derivados mitocondriais. O flagelo possui didmetro constante até
aproximadamente a sua metade, tornando-se afilado e terminando, excepcionalmente,
com uma longa porcdo bastante delgada. No ndcleo, de cromatina compacta e elétron
densa, ocorrem, posteriormente, varias areas claras, como observado em algumas
espécies de abelhas. O adjunto do centriolo corre em paralelo ao axonema e a um dos
derivados mitocondriais, como ocorre na maioria dos Aculeata. Os derivados
mitocondriais sdo simétricos em forma e diametro, diferindo da maioria dos Aculeata,
exceto formigas. Também semelhante as formigas é a presenca de material

paracristalino nos dois derivados mitocondriais, embora o formato e a disposi¢do desse
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material, nos derivados, diferem de todas as outras espécies ja estudadas. De modo
geral, os espermatozoides de Prorops nasuta sdo semelhantes aqueles da maioria dos
Hymenoptera, entretanto apresentam varias caracteristicas exclusivas o que confirma o
potencial destas células em analises filogenéticas e taxondmicas da superfamilia

Chrysidoidea, bem como dos Hymenoptera em geral.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Claudivania Miranda, M. Sc., Universidade Federal de Vicgosa, february
2007. Structure and ultrastructure of the spermatozoa of Prorops nasuta
(Hymenoptera : Bethylidae). Adviser: José Lino Neto. Co-advisers: Cldvis
Andrade Neves and Karina Carvalho Mancini

In the evolutionary relationships among Hymenoptera there are still a lot of
doubts due to their considerable diversity, to the great number of species and also to the
small size of most of the parasitoid hymenopterans, what hinders its classification. The
ultrastructural investigations of the spermatozoa have been supplying valuable
contributions for the phylogenetic study of many groups of animals, including the
insects. Its occurs because the characters of those cells present a more preservative
nature than those morphologic ones traditionally used. Like this, in this study we
intended to characterize the morphology of the spermatozoa of Prorops nasuta
(Hymenoptera: Bethylidae), using the light and transmission electron microscopies. The
spermatozoa of Prorops nasuta measure 665 pm in length and they are linear and very
thin. They are constituted of a head area, consisted of acrosome and nucleus with 17,5
um in length, and a flagellum area, that includes the axoneme with microtubular
arrangement 9+9+2, centriolar adjunct, two accessory bodies and two mitochondrial
derivative. The flagellum possesses constant diameter until approximately its mediun
portion, becoming thin and finishing, exceptionally, with a long quite thin region. In the
nucleus, with compact and electron dense cromatin, occurs, later, several clearly areas,
as observed in some species of bees. The centriolar adjunct runs parallel to the axoneme
and one of the mitochondrial derivative, as observed in most of the Aculeata. The
mitochondrial derivative are similar in shape and diameter, differing of most of the
Aculeata, except ants. Also likely to the ants, there are paracristaline materials in both
mitochondrial derivative, although the shape and the location of that material differ of
all the other species already studied. In general, the spermatozoa of Prorops nasuta are

similar to those observed in most of the Hymenoptera, however they present some
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exclusive characteristics, which confirms the potential of these cells in phylogenetic and
taxonomic analyses in the Chrysidoidea superfamily, as well as of the Hymenoptera in

general.



1- INTRODUCAO

1.1 AORDEM HYMENOPTERA

Com aproximadamente 120 mil espécies descritas (Gallo et al., 2002), os
Hymenoptera sdo uma das quatro maiores ordens de insetos e apresentam grande
diversidade biologica. S&o insetos holometabolos e, juntamente com as ordens
Coleoptera, Diptera e Lepidoptera, predominam nas faunas de areas terrestres em todo o
mundo.

A ordem Hymenoptera é dividida nas subordens Symphyta e Apocrita
(Gauld & Hanson, 1995). Os Symphyta sdo considerados um grupo basal, contendo
pouco mais que 5% das espécies descritas. Os Apocrita constituem a grande maioria das
espécies e sdo divididos em Aculeata e Parasitica. Os Aculeata compreendem as
abelhas, formigas e vespas, e possuem 19 familias distribuidas entre as superfamilias
Chrysidoidea, Vespoidea e Apoidea. S&o considerados o grupo mais derivado dentre os
Hymenoptera, por apresentarem fémeas com ferrdo originado de modificacBes do
ovopositor (LaSalle & Gauld, 1992). A maioria das espécies é predadora, no caso das
vespas, ou alimenta-se de polen, no caso das abelhas. Adicionalmente, o parasitismo é
comum nos Aculeata mais basais (Chrysidoidea). O grupo Parasitica é constituido por
todos os Apocrita que ndo tiveram o ovopositor modificado em ferrdo. Este é o maior
grupo dentre os Hymenoptera, sendo classificado em 48 familias distribuidas em 11
superfamilias. A grande maioria das espécies é parasitoide, existindo também espécies
fitéfagas ou predadoras (Gaston, 1991).

A ordem Hymenoptera é composta por espécies de grande importancia
ambiental e econdbmica, mais do que qualquer outro grupo de insetos. Elas podem ser
encontradas em grande nimero em quase todos 0s ecossistemas terrestres e interagem
com outros organismos mais do que qualquer outro grupo de insetos.

Seus individuos podem ser fitéfagos, entomdfagos ou a combinagdo de
ambos. Entre os individuos fitéfagos, as abelhas sdo os agentes mais adaptados a visita
de flores das angiospermas (Kevan & Baker, 1983), constituindo o grupo mais
importante de polinizadores (Hanson, 1995). Desta forma, se tornam essenciais a

manutencdo da estrutura e perenizacgdo das florestas e da preservacao da fauna que dela



dependa. Alem de seu grande potencial polinizador, as abelhas apresentam estimado
valor comercial com a producédo de mel, pélen, propolis e cera (Kerr, 2001).

Os insetos entomoéfagos podem ser predadores ou parasitas, com ampla
variedade de habitos intermediarios, o que dificulta sua classificacdo. Os parasitoides
ocorrem em algumas ordens de insetos, mas cerca de 85% deles pertencem a ordem
Hymenoptera. Eles ocupam os mais diversos ambientes e sdo fundamentais na
regulacdo da populacdo de outros insetos (LaSalle & Gauld, 1992). Por isso, muitos
himenopteros parasitoides sdo utilizados com sucesso em programas de controle
bioldgico e integrado de pragas. Dentre eles, as familias Ichneumonidae, Braconidae,
Chalcicidae, Encyrtidae, Trichogrammatidae, Scelionidae e Bethylidae apresentam
especies que sdo 0s mais importantes agentes de controle bioldgico, responsaveis pela
maioria dos beneficios econémicos produzidos por esse controle (Gauld & Bolton,
1988; La Salle & Gauld, 1992).

Devido a sua grande importancia, € fundamental a preservacdo dos
Hymenoptera. Para isso sdo necessarios estudos precisos das espécies, proporcionando
gue as mesmas possam ser identificadas e classificadas adequadamente. Nesse sentido,
existem quantidades consideraveis de pesquisas usando diferentes aspectos, tais como,
morfologia externa, comportamento e, atualmente, analises moleculares (Rasnitsyn,
1980; Gauld & Bolton, 1988; Dowton & Austin, 1994; Dowton et al., 1997; Ronquist et
al., 1999). Entretanto, ainda existem muitas incertezas sobre as relagdes evolutivas desta
ordem de insetos, devido a sua considerdvel diversidade, ao seu grande numero de
especies no grupo e ao pequeno tamanho da maioria dos himenopteros parasitoides, o
que dificulta sua classificacdo (Dowton & Austin, 1994; Dowton et al., 1997). Além dos
dados anatémicos tradicionais e moleculares, a morfologia dos espermatozodides tem
chamado a atencdo por sua aplicabilidade potencial nas analises filogenéticas (Baccetti
et al., 1987; Jamieson et al, 1999).

1.2 AFAMILIA BETHYLIDAE

A familia Bethylidae é provavelmente a maior familia dentro da superfamilia
Chrysidoidea, com aproximadamente 2200 espécies descritas em todo o mundo, o que

pode representar cerca de 30% do grupo. Representa um grupo monofilético e o mais



basal dentre os Aculeata (Brothers & Carpenter, 1993), sendo cosmopolita, com a maior
parte de suas espécies habitando as regides tropicais. A familia € distribuida em 84
géneros entre as subfamilias Bethylinae, Epyrinae, Mesitiinae e Pristocerinae,
(Finnamore & Gauld, 1995).

Os betilideos sdo vespas pequenas, medindo entre 1 a 20 mm de
comprimento. Todas as suas espécies sdo ectoparasitdides primarios, conhecidos por
atacarem larvas e pupas de besouros brocadores de madeira, sementes e grdos
armazenados, bem como uma gama de microlepiddpteros-praga (Cock, 1985). Por essa
razdo, os betilideos sdo potencialmente benéficos a agricultura e silvicultura como
agentes de controle biologico. Por outro lado, como sdo parasitdides de besouros
brocadores de madeira, podem ser encontrados em habitaces. Alguns géneros, como
Cephalonomia, Epyris e Sclerodermus, sdo bastante conhecidas por causarem graves
dermatites em humanos devido a freqlientes picadas (Tachikawa, 1980, 1985;
Terayama, 1995). Embora este seja um grupo potencialmente importante para
agricultura e silvicultura, estudos aplicados envolvendo estes insetos ainda ndo estdo
avancados pela falta de conhecimentos taxonémicos, filogenéticos e bioldgicos dos
mesmos.

Provavelmente, os betilideos de maior importancia econdmica da regido
neotropical sdo duas espécies afro-tropicais — Cephalonomia stephanoderis (vespa-do-
Togo) e Prorops nasuta (vespa-da-Uganda) — que foram introduzidas no Brasil para o
controle da broca-do-café Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae). Este besouro
foi introduzido acidentalmente da Africa para 0 novo mundo, sendo agora uma das
pragas que provoca maiores prejuizos a cafeicultura (Quezada & Urbina, 1987).
Inseticidas sintéticos sdo amplamente usados para o controle desta peste, mas tais
métodos possuem alto custo e sdo danosos para 0 ambiente, além de serem efetivos por
um curto periodo de tempo. Além disso, H. hampei ja desenvolveu resisténcia para
alguns inseticidas. Com isso, 0 uso de vespas parasiticas € visto como uma viavel
alternativa em programas de controle bioldgico. (Murphy & Moore, 1990).

A vespa Prorops nasuta Waterston (Hymenoptera: Bethylidae), objeto de
estudo do presente trabalho, € um ectoparasitoide solitario e idiobionte, nativo do oeste
central da Africa e tem sido introduzido por varios produtores de café. No Brasil, essa
vespa foi introduzida em 1929 e reentroduzida década de 90 (Reis & Souza, 1998),
sendo bastante utilizada em programas de controle bioldgico. Essas vespas parasitam

principalmente os ultimos estadios de larvas e pupa de H. hampei, mas podem parasitar



todos os estagios e passar quase todo o seu ciclo de vida dentro do fruto do café

infestado pela broca (Abraham et al., 1990).

1.3 MORFOLOGIA GERAL DOS ESPERMATOZOIDES DE
HYMENOPTERA

Em Hymenoptera, como nos insetos em geral, os espermatozéides sédo finos,
geralmente muito alongados e constituidos por uma regido de cabeca e outra de flagelo.
A regido de cabeca é formada, anteriormente, por um acrossomo seguido pelo nucleo. O
acrossomo em geral é formado por uma vesicula acrossomal e um perforatorium, o qual
tem a base inserida em uma cavidade na extremidade do nucleo. O nucleo também é
bastante longo e, geralmente, apresenta a cromatina muito elétron densa e compacta. O
nucleo € conectado aos elementos do flagelo através de uma estrutura elétron densa,
cilindrica e compacta, denominada adjunto do centriolo. O flagelo, por sua vez, €
formado pelo axonema e geralmente dois derivados mitocondriais e dois corpos
acessorios. O axonema apresenta padrdo de organizagao microtubular 9 + 9 + 2, sendo
nove micro- tubulos acessorios simples, nove duplas periféricas e dois microtabulos
centrais simples. Os derivados mitocondriais sdo estruturas alongadas, paralelas ao
axonema, que geralmente contém inclusdes paracristalinas, podendo ou nao ser iguais
em diametro e comprimento. Os corpos acessérios também sdo estruturas longas,
situadas entre os derivados mitocondriais e 0 axonema e, geralmente, possuem formato
aproximadamente triangular, em corte transversal.

A morfologia geral dos espermatozdides, nos diferentes grupos que
compdem a ordem Hymenoptera, é diversificada e, portanto, fornece uma fonte de
dados néo tradicionais, tendo seus caracteres uma natureza mais conservativa que 0S
caracteres morfologicos usados tradicionalmente. Com isso, analises filogenéticas
usando caracteristicas estruturais e ultra-estruturais dos espermatozéides vém ganhando
0 interesse na Biologia Celular e Sistematica, sendo largamente utilizada em estudos
taxondmicos e filogenéticos de varios grupos animais, incluindo os insetos (Baccetti,
1972; Dallai, 1979; Dallai & Afzelius, 1990, 1995; Carcupino et al., 1995; Jamieson et
al., 1999). Adicionalmente, cada vez mais tem sido demonstrada que a diversidade
morfoldgica dos espermatozoéides é suficiente para compor um sistema de caracteres
que, associado a outros conjuntos de caracteres, podera ser usado para esclarecer varios

pontos de controvérsias das relagdes evolutivas dos Hymenoptera.



Neste aspecto, dados da literatura incluem espécies de Symphyta (Quicke et
al., 1992; Newman & Quicke, 1999), do grupo Aculeata, representado por Apidae
(Hoage & Kessel,1968; Cruz-Holfing et al., 1970; Lensky et al., 1979; Peng et al.,
1992,1993; Lino Neto, et al., 2000b; Zama et al., 2001, 2003, 2004, 2005a; Béo et al.,
2004; Araujo et al., 2005), Halictidae (Fiorillo et al., 2005a), Anthophoridae ( Fiorillo
et al. 2005b), Sphecidae (Zama et al., 2005b, c, d), Formicidae (Thompson & Blum,
1967; Wheeler et al., 1990; Lino & Dolder, 2002; Moya et al., 2007), Vespidae
(Mancini et al., 2006), do grupo Parasitica, representado por Eurytomidae ( Lino-Neto
et al., 1999), Ichneumonidae (Chauvin et al., 1988), Megalyridae (Newman &
Quicke, 2000), Scelionidae (Lino-Neto& Dolder, 2001a), Trichogrammatidae (Lino-
Neto et al., 2000a; Lino & Dolder, 2001b).



2- OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos descrever a estrutura e ultra-estrutura dos
espermatozdides de Prorops nasuta (Hymenoptera: Bethylidae), comparando sua
morfologia com aquela descrita para os demais Hymenoptera estudados e com isso,
fornecer novos caracteres para o melhor entendimento das relagdes filogenéticas,

taxonémicas e da biologia reprodutiva desta espécie.
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3.1 Introducéo

Os Hymenoptera sdo uma das quatro maiores ordens de insetos e apresentam
grande diversidade bioldgica. Ela divide-se nas subordens Symphyta e Apocrita
(LaSalle & Gauld, 1992). Os Symphyta sdo considerados um grupo mais basal,
contendo pouco mais que 5% das espécies descritas, e 0s Apocrita constituem a grande
maioria das espécies e sdo divididos em Aculeata e Parasitica. Os Aculeata sdo
considerados o grupo mais derivado dos Hymenoptera e compreendem as abelhas,
formigas e vespas.

Entre os Aculeata, a superfamilia Chrysidoidea representa um grupo
monofilético, sendo considerada a mais basal dentro do grupo (Brothers & Carpenter,
1993). E constituida pelas familias Bethylidae, Chrysididae, Dryinidae, Embolemidae,
Sclerogibbidae, Scolebythidae e Aplumariidae, sendo as trés primeiras bastante comuns
e com grande numero de espécies, e as demais raras € com pequeno numero de espécies.

Bethylidae, é provavelmente a maior familia de Chrysidoidea e, embora
existam cerca de 2200 espécies descritas em todo o mundo, isto pode representar nao
mais que 30% do tamanho verdadeiro do grupo. A familia é composta por quatro
subfamilias: Bethylinae, Epyrinae, Mesitiinae e Pristocerinae (Finnamore & Gauld,
1995). A familia Bethylidae, objeto de estudo do presente trabalho, é cosmopolita, mas
a maior parte das espécies ocorre nas regides tropicais. Todas elas sdo ectoparasitoides
primarios e conhecidas por atacarem larvas e pupas de besouros de caules, sementes e
grdos armazenados, bem como uma gama de microlepidopteros-praga e coledpteros
(Cock, 1985).

A vespa Prorops nasuta (Hymenoptera: Bethylidae) vulgarmente
denominada vespa-da-Uganda, é um ectoparasitoide solitario e idiobionte da broca do
café, Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae), que é a mais prejudicial praga do
café no mundo. Prorops nasuta é nativa do Oeste central da Africa e foi introduzida no
Brasil em 1929 e reentroduzida na década de 90, para ser utilizada em programas de
controle biolégico (Reis & Souza, 1998). Essas vespas parasitam os Ultimos estadios
larval e pupal de Hypothenemus hampei, sendo também predadoras de todos os estagios
bioldgicos da broca passando quase todo seu ciclo de vida dentro do fruto do café

infestado pela praga. (Abraham et al., 1990).
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Embora Prorops nasuta ja seja usada em programas de controle bioldgico
(Infante et al., 2003), ainda ndo ha qualquer registro sobre a morfologia dos
espermatozdides dessa espécie.

tem sido demonstrado que a estrutura e ultra-estrutura dos espermatozoides
em Hymenoptera, assim como em outros insetos (Baccetti, 1987; Jamieson et al., 1999)
fornecem variacgdes suficientes que certamente contribuem para o maior entendimento
das relacGes filogenéticas, taxonomia e da biologia reprodutiva da espécie ou do grupo.

Neste sentido, poucos estudos tém sido feitos envolvendo a estrutura e a
ultra-estrutura dos espermatozoides de vespas parasiticas. Até 0 momento, o0s estudos
mais detalhados foram realizados em vespas parasiticas pertencentes ao grupo Parasitica
(Lino-Neto & Dolder, 2001a, 2001b; Lino-Neto et al., 2000a, 1999; Newman &
Quicke, 2000, 1999b, 19998; Quicke et al., 1992; Chauvin et al., 1988; Lingmei &
Dunsu, 1987). No entanto, este trabalho representa a primeira descri¢do ultra-estrutural
de um Chrysidoidea. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo a descri¢do
estrutural e ultra-estrutural dos espermatozéides da vespa parasitica Prorops nasuta,

comparando os resultados obtidos com os dados ja descritos para outros himenopteros.
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3.2 Material e Métodos

Machos adultos de Prorops nasuta foram coletados a partir de frutos secos de
café obtidos de uma plantacdo na cidade de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Os frutos
foram mantidos no laboratério de Biologia Estrutural da Universidade Federal de Vigosa
por um determinado periodo, até os machos emergirem. Os machos de Prorops nasuta
foram submetidos a uma temperatura de 4°C por 10 minutos para anestesiar, em seguida
foram colocados em lamina escavada contendo tampéo cacodilato de sodio e dissecados
utilizando-se microscopio estereoscopico. Os testiculos foram retirados e processados

para microscopias de luz e eletrénica de transmisséo de acordo com o protocolo a seguir:

Microscopia de Luz

Morfometria geral

Machos adultos foram dissecados e tiveram suas vesiculas seminais
removidas e abertas sobre laminas histologicas para o espalhamento dos
espermatozdides. Estes foram fixados em solucdo de glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2 por cerca de 15 minutos. Apés lavagem em &gua
destilada e secagem em temperatura ambiente, as laminas foram observadas e
fotodocumentadas em fotomicroscopio (Olympus, BX60), equipado com contraste de
fase.

Morfometria nuclear

Para medicéo nuclear, algumas destas laminas foram coradas com solucdo de
DAPI (0.2 pg/ml 4,6-diamino-2-phenylindol) por 15 minutos no escuro. Apos lavagem
em agua destilada, as laminas foram montadas com sacarose 50% e examinadas e
fotodocumentadas em fotomicroscépio (Olympus, BX60), equipado com filtro de
excitacdo BP360-370nm.
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Microscopia Eletronica de Transmissao

Morfologia geral

Machos adultos foram dissecados e tiveram suas vesiculas seminais
removidas e fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%, acido picrico 2,5%, sacarose
3% e CaCl, 5 mM em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 por cerca de 2 horas. O
material foi entdo pds-fixado em solucdo de tetroxido de 6smio a 1% por 1-2 horas,
desidratado em série crescente de alcool, infiltrado e, finalmente, incluido em resina
Epoxi (Epon 812).

Citoquimica
Proteinas gerais e microtubulos (Dallai e Afzelius, 1990)

Machos adultos foram dissecados e tiveram suas vesiculas seminais removidas e
fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5% e acido tanico 1%, em tampao fosfato de
sédio 0,1 M, acrescido de sacarose 1,5% e CaCl, 5 mM, por 3 dias a 4°C. Apoés
lavagens no mesmo tampao, as vesiculas foram contrastadas em solucdo de acetato de
uranila aquoso 1% por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, foram desidratados
em série crescente de alcool, infiltrados e incluidos em resina Epoxi (Epon 812).

Proteinas basicas (E-PTA)

Machos adultos foram dissecados e tiveram suas vesiculas seminais dissecadas e
fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5%, sacarose 1,5% e CaCl, 5mM, em tampéo
fosfato de sodio 0,1 M de 2-12 horas. Apds lavagem no mesmo tampdo, estas foram
desidratadas em série crescente de etanol e posteriormente contrastados em E-PTA
(&cido fosfotungstico) 1% em etanol absoluto, por um periodo de 2 horas em
temperatura ambiente. Finalmente, foram infiltrados e incluidos em resina Epoxi (Epon
812).

Nas trés técnicas descritas, os cortes ultra-finos foram obtidos com navalhas de
diamante e coletados em telas de cobre. Com excecdo da técnica de E-PTA, o0s cortes
foram ainda contrastados com solugdes de acetato de uranila 1% e citrato de chumbo
0,1%. Todos os materiais foram observados e fotodocumentados em Microscopio
Eletronico de Transmissdo (Zeiss LEO 906), no Instituto de Biociéncias da
Universidade de Campinas (IB-UNICAMP), Sdo Paulo — Brasil.
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3.3 Resultados

Os espermatozdides de Prorops nasuta sdo lineares, muito finos e bastante
longos medindo, em média, 665 pum de comprimento (Fig. 1a). Eles consistem de uma
regido de cabeca e uma regido de flagelo (Fig. 1a). Em microscopia de contraste de fase
é possivel distinguir a regido de cabeca da regido de flagelo, sendo possivel notar ainda
que o flagelo possui diametro constante até aproximadamente a sua metade, tornando-se
afilado e terminando com uma longa porcao bastante delgada (Fig. 1a). O nucleo é
linear e longo, medindo, aproximadamente, 17,5 um de comprimento (Fig. 1b).

O acrossomo é composto pela vesicula acrossomal e o perforatorium, os
quais, em corte transversal, sdo elipsoidais (Fig. 1c). A base do perforatorium se
encaixa em uma cavidade na extremidade anterior do ndcleo (Fig. 1d).

A regido anterior nucleo é preenchida por cromatina bastante compacta e
elétron densa e, em corte transversal, é levemente ovalado (Figs 1d,e). A regido
posterior é circular, em corte transversal, e a cromatina é elétron densa, entretanto
apresenta muitas areas claras na periferia (Fig. 1f). Através da técnica de E-PTA, notou-
se que o nucleo é negativo com uma pequena regido central positiva (Fig. 19).

A conexdo do nucleo ao flagelo se da atraves do adjunto do centriolo. Este é
do tipo assimétrico, se inicia ao lado da base do ndcleo (Fig. 1h), se localiza paralelo ao
axonema e a um dos derivados mitocondriais (Figs 2a,b). O adjunto do centriolo é
elétron denso e, em corte transversal, apresenta formato ovdide, com a borda
pregueada, facilmente observada pela técnica de &cido tanico (Fig. 2a). O adjunto do
centriolo é E-PTA positivo em sua regido periférica, porém em sua regido central ele
apresenta-se E-PTA negativo (Fig. 2b).

O axonema apresenta o padrdo de 9+9+2 microtdbulos, sendo 9
microtubulos acessorios simples externos, 9 duplas periféricas e dois microtubulos
centrais (Fig. 2a,c). Ele inicia-se, anteriormente, na base do ndcleo e € o ultimo a
terminar no flagelo. Na regido finalizacdo, os microtubulos centrais e as duplas
terminam antes dos microtubulos acessérios (Fig. 3a-c). Todos os microtibulos sdo E-
PTA positivos, entretanto o lumen dos microtibulos acessérios mostrou-se E-PTA
negativo (Fig. 3b).

Os derivados mitocondriais, em corte transversal, sdao aproximadamente

ovais e de diametros iguais (Figs 2c, 3a,b). Anteriormente, um deles comeca ao lado da
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base do nudcleo (Fig. 1h) e o outro ap6s o adjunto do centriolo. Posteriormente,
terminam juntos, imediatamente antes do axonema perder sua organizacdo original (Fig.
3a-c). Os derivados mitocondriais sdo formados basicamente por duas regides bem
distintas: a regido de cristas e a de material paracristalino (Figs 2c,d). O material
paracristalino esta presente em ambos os derivados e, em corte transversal, tem a forma
que lembra uma meia lua e ocupa as faces adjacentes ao derivado, sendo mais
desenvolvida nas regides proximais e distais ao axonema (Figs 2c,d, 3b). A regido de
cristas ocupa o restante do derivado (Fig. 2d) e, em corte longitudinal, apresenta-se bem
desenvolvida com cristas paralelas e profundas, alcangando a regido de material
paracristalino (Fig. 2d). Através da técnica de E-PTA, notou-se que a regido de material
paracristalino é mais fortemente positiva do que a regido de cristas (Fig. 3b).

Os corpos acessorios sdo estruturas elétron densas e estdo localizados entre
os derivados mitocondriais e 0 axonema (Figs 2a-c), mas ndo entre o axonema € 0
adjunto do centriolo (Figs 2a). Em corte transversal, eles se mostram pequenos e de

formato irregular (Fig. 2a-c) sendo E-PTA positivos (Fig. 2b, 3b).
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F . G — H. THhee
Figuras 1A-H: Micrografias de luz (a-b) e eletrdnica de transmissao (c-h) dos espermatozoides
de P. nasuta. A. Microscopia de contraste de fase, mostrando a regido de cabeca (c) e a do
flagelo (f). A seta indica o inicio da porcdo delgada flagelar. B. Nucleo corado com DAPI. A
seta indica a regido de transicdo entre nucleo (n) e flagelo. C. Acrossomo em corte transversal
mostrando a vesicula acrossomal (v) e perforatorium (p). D-F. Cortes transversais de nlcleos na
regido anterior (D), mediana (E) e posterior (F). Observe em D o perforatorium inserido em
uma cavidade na extremidade do nucleo e as areas claras (asteriscos em F) na cromatina na
periferia do ndcleo na regido posterior. G. Corte transversal mostrando que apenas uma pequena
regido central do nicleo é E-PTA positiva (seta). H. Corte transversal na base do nucleo
mostrando, alem do nucleo, um derivado mitocondrial (dm) e o adjunto do centriolo (ac).
Barras: A=16 pm; B=6 pm; C-E, G=0,1 um; F, H= 0,25 pm.
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Figuras 2A-D: Micrografias eletronica de espermatozdides de P. nasuta em cortes transversais
(A-C, D’) e longitudinal (D) do flagelo. A. Corte da regido anterior mostrando 0 axonema (ax),
apenas um derivado mitocondrial (dm) e um corpo acessorio (ca) e o adjunto do centriolo (ac)
com borda pregueada (setas). B. Corte também da regido anterior corado com E-PTA. C, D’.
Cortes de regibes medianas, especialmente em D’, mostrando os derivados mitocondriais. D.
Corte longitudinal dos derivados mitocondriais mostrando as cristas (setas) alcancando
material paracristalino (p). Demais legendas: dp = duplas de microttbulos periféricas; ma
microtubulos acessorios; dc = dupla central de microttbulos. Barras: A, B =0,1 um; C, D, D’
0,25 pm.

I 1 o
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g

Figuras 3A, B. Micrografias de espermatozdides de P. nasuta em cortes transversais, em
diferentes niveis da regido final do flagelo. A mostra como é comum a ocorréncia de axonema
em desorganizacdo, contendo apenas os microtubulos acessérios (setas) e B, os componentes do
flagelo que sdo E-PTA positivos como, por exemplo, os microtibulos do axonema (ax) e
material paracristalino (p) dos derivados mitocondriais (dm). Legenda: ¢ = regido das cristas
mitocondriais. Barras = 0,3 pm.
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3.4 Discussao

A estrutura basica dos espermatozoides de Prorops nasuta é semelhante ao
observado na maioria das espécies de Hymenoptera estudada. Eles apresentam um
acrossomo em bicamada (vesicula acrossomal e perforatorium), niacleo longo com
cromatina condensada, axonema com padrdo microtubular 9+9+2, dois derivados
mitocondriais, dois corpos acessorios e um adjunto do centriolo (Baccetti, 1972; Quicke
et al., 1992; Newman & Quicke, 1998, 1999 a,b, 2000; Jamieson et al., 1999; Lino-
Neto et al., 1999, 2000a,b; Lino-Neto & Dolder, 2001a; 2002; Zama et al., 2001, 2003,
2005a,b,c; Araujo et al., 2005; Fiorillo, et al., 2005a,b Mancini, et al., 2006).

Espermatozoides lineares, como ocorrem em Prorops nasuta, sdo comuns na
maioria dos Hymenoptera, mas diferem daqueles observados em Chalcidoidea (Lino-
Neto et al., 1999, 2000a) e Platygastroidea (Lino-Neto & Dolder, 2001b), os quais sdo
espiralados. A observacdo de que, em P. nasuta, o flagelo dos espermatozoides tem o
didametro reduzido muito antes do seu término, € uma caracteristica que diferencia esta
espécie dos demais Hymenoptera estudados. O comprimento dos espermatozdides nos
Hymenoptera varia de 8 um (Quicke et al. 1992) a 1500 um (Zama, et al. 2005a), mas a
média € de aproximadamente 160 um. Esta espécie, cujos espermatozéides medem por
volta de 665 um de comprimento, esta entre aquelas que apresentam os mais longos
espermatozdides, perdendo apenas para as abelhas Euglossini, Eulema negrita (720
pum) e Euglossa mandibulares (1500 um) (Zama et al., 2005a).

O acrossomo em P. nasuta, possuindo apenas a vesicula acrossomal
revestindo o perforatorium, corresponde aquele observado em Symphyta (Quicke et al.,
1992; Newman & Quicke 1999a), Aculeata (Hoage & Kessel, 1968; Cruz-Hofling et
al., 1970; Lensky et al., 1979; Wheeler et al., 1990; Peng et al., 1992, 1993; Lino-Neto
& Dolder 2002, Zama et al., 2001, 2004, 2005a; Araujo et al., 2005; Fiorillo et al.,
2005a,b; Mancini et al., 2006) e no Scelionidae Trissolcus basalis (Lino-Neto &
Dolder, 2001b). Entretanto, em Cynipoidea (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke,
1999a) Icheumonoidea (Quicke et al, 1992; Newman & Quicke, 1998; Chauvin et al.,
1988) e Chalcidoidea (Lino-Neto et al. 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a) tem
sido observado uma terceira camada revestindo todo o complexo acrossomal e a
extremidade anterior do ndcleo. Essa terceira camada localiza-se externamente a
membrana celular e caracteriza o acrossomo em tricamada. Ainda em Chalcidoidea
(Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a) e Ichneumonoidea (Quicke
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et al., 1992), a partir dessa camada irradiam inameros filamentos que, provavelmente,
correspondem a um glicocalice bastante desenvolvido.

A vesicula acrossomal, com formato oval ou elipsoidal, em corte transversal,
também foi observado nas abelhas Apis mellifera (Hoage & Kessel, 1968; Cruz-Hofling
et al., 1970; Lensky et al., 1979; Peng et al., 1992, 1993), Euglossini (Zama et al.,
2005a), Bombini (Zama, 2003), Xylocopini (Fiorillo et al., 2005b), em Vespidae
(Mancini et al., 2006) e no Sphecidae Sceliphron fistularium (Zama et al., 2005b).
Entretanto, estas espécies apresentam o perforatorium circular, exceto Apis mellifera
que, como P. nasuta, tem o formato acompanhando aquele da vesicula acrossomal. Por
outro lado, nas abelhas Meliponini (Zama et al., 2004) e em formigas (Lino-Neto &
Dolder, 2002; Moya et al., 2007) a vesicula acrossomal varia de circular a triangular a
medida que se aproxima do nucleo, e o perforatorium é circular.

O nucleo dos espermatozdides dos Hymenoptera geralmente apresenta a
cromatina bastante elétron densa e homogeneamente compacta. Mas, em algumas
especies a cromatina se apresenta em grossos filamentos ndo compactados, como em P.
nasuta, nas abelhas Melipona marginata e M. rufiventres (Zama et al., 2004) e
Pseudauchlora graminea spp. (Fiorillo et al., 2005) e nas formigas do género
Pseudomyrmex (Moya et al., 2007). Entretanto, nessas espécies de abelhas a cromatina
é inteiramente frouxa, enquanto que em P. nasuta e Pseudomyrmex s6 a cromatina da
periferia do ndcleo apresenta-se frouxa. Ainda, em P.nasuta essa descompactacdo
apenas ocorre na regido nuclear basal, enquanto que nas demais espécies citadas ela
ocorre ao longo de todo o nucleo. Adicionalmente, em algumas espécies, como
observado na formiga Solenopsis invicta (Lino-Neto & Dolder, 2002) e nas abelhas
Dialictus spp. (Fiorillo et al., 2005a) a cromatina é compacta, mas com lacunas elétron
lucidas. Na espécie estudada no presente trabalho, o nucleo dos espermatozoides
responde ao E-PTA semelhante ao que se observou para as abelhas das tribos Bombini
(Zama, 2003), Meliponini (Zama et al., 2004) e Euglossini (Zama et al., 2005a). Nestas
espécies, quando observado em corte transversal, a maior area nuclear é negativa, mas
com uma regido, geralmente central, fortemente E-PTA positiva. Apesar dessa
semelhanca entre estas especies, em P. nasuta a area E-PTA positiva é circular,
enguanto que naquelas abelhas ela é, quase sempre, em forma de bastdo que chega, as
vezes, de uma extremidade a outra do nucleo, especialmente, nos Euglossini. Nos

demais Hymenoptera estudados, o nucleo dos espermatozéides é homogeneamente E-
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PTA negativo ou apenas levemente positivo (Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Zama et al.,
2005d).

O adjunto do centriolo do tipo assimétrico, como ocorre em P. nasuta, tem
sido observado em muitos outros Hymenoptera como, por exemplo, alguns Symphyta
(Newman & Quicke, 1999a), nas vespas parasiticas Braconidae (Newman & Quicke,
1998), Cynipoidea (Newman & Quicke, 1999b) e Megalyroidea (Newman & Quicke,
2000) e nos Aculeata Sphecidae (Zama et al., 2005d), Vespidae (Mancini, et al., 2006),
Apidae (Lino-Neto et al., 2000b; Zama et al., 2001, 2004, 2005a; Bé&o et al., 2004;
Arauljo et al., 2005, Fiorillo et al., 2005b) e Halictidae (Fiorillo et al., 2005a). Nestes
insetos, 0 adjunto do centriolo comeca justo abaixo ou sobrepondo levemente a
extremidade posterior do ndcleo. JA no Symphyta Tremex sp. (Siricoidea) (Newman &
Quicke, 1999b), em formigas (Wheeler et al., 1990; Lino-Neto & Dolder, 2002, Moya
et al., 2007) e em Chalcidoidea (Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder,
2001a) o adjunto do centriolo € dito simétrico, pois ele comeca acima da base nuclear e
termina sobre a extremidade anterior dos dois derivados mitocondriais. Em Scelionidae
ndo foi observada qualquer estrutura que se assemelhe ao adjunto do centriolo (Lino-
Neto & Dolder, 2001b).

Em muitos Hymenoptera o adjunto do centriolo do tipo assimétrico, em
corte transversal, € aproximadamente triangular como em Halictidae (Fiorillo et al.,
2005) e Vespidae (Mancini et al., 2006), diferente de P. nasuta, onde ele é oval e, ainda,
com reentrancias em toda a periferia. Esta estrutura quando tratada com E-PTA
apresenta apenas a periferia positiva, como ja observada em outras espécies (Lino-Neto
et al., 2000b, Zama, 2003, Zama et al., 2004, 2005a,b,c).

Prorops nasuta, apresentando os derivados mitocondriais totalmente
simétricos em cortes transversais, difere da grande maioria dos Aculeata, como, por
exemplo, abelhas e vespas. Nestas, os derivados mitocondriais sdo acentuadamente
assimétricos em formato e area, além de apresentarem material paracristalino apenas no
derivado mitocondrial maior (Hoage & Kessel, 1968; Cruz-Hofling et al.,1970; Lensky
et al., 1979; Peng et al., 1992, 1993; Lino-Neto et al. 2000b; Zama et al., 2001, 2004,
2005a,b,c; Araujo et al., 2005; Fiorillo et al., 2005a,b Mancini et al., 2006). Entre os
Aculeata até entdo estudados, apenas as formigas apresentam derivados mitocondriais
totalmente simétricos (Wheeler et al., 1990; Wheeler & Krutzsch, 1992; Lino-Neto &
Dolder, 2002, Moya et al. 2007), incluindo a presenca de material paracristalino em

ambos 0s nos dois derivados. Entretanto, o formato e a disposicao desse material, nos
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derivados de P. nasuta, ndo foram observados em nenhum outro Hymenoptera. Em
Symphyta, ocorrem derivados mitocondriais simétricos, em formato e area, ou
levemente assimétricos, como em Tremex sp. (Siricoidea) e Cephalcia arvensis
(Pamphiloidea), e acentuadamente assimétricos, em area, como observado em Xyela
julli (Xyeloidea) (Newman & Quicke, 1999a). Em vespas parasiticas também o0s
derivados mitocondriais podem ser simétricos, como na maioria dos Chalcidoidea
(Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a, Lino-Neto & Dolder, 2001a) e
Ichneumonoidea (Quicke et al., 1992), ou assimétricas, como observado no Cynipoidea
Leptopilina heterotoma (Newman & Quicke, 1999b) e no Megalyroidea Megalyra
fasciipennis (Newman & Quicke, 2000). Ainda em corte transversal, nos
espermatozdides de abelhas (Lino-Neto et al. 2000b; Zama, 2003; Zama et al. 2001,
2004, 2005a; Fiorillo et al., 2005a, b) foram descritas quatro regibes no derivado
mitocondrial maior e trés no menor. J& P. nasuta apresenta apenas duas regides em cada
derivado: a de material paracristalino e a das cristas mitocondriais.

A localizacdo das cristas mitocondriais em P. nasuta, na face lateral de cada
derivado, é semelhante a Apis mellifera (Cruz-Hofling et al., 1970; Lensky et al., 1979;
Peng et al., 1992; Lino-Neto et al., 2000b) e Sphecidae (Quicke et al., 1992; Zama et
al., 2005b, c). Ja nas abelhas Bombini (Zama et al., 2003), Meliponini (Zama et al.,
2004), Euglossini (Zama et al., 2005a), Halictidae (Fiorillo, et al., 2005a) e Xylocopini
(Fiorillo et al., 2005b), em formigas (Lino-Neto & Dolder, 2002; Moya et al., 2007) e
Vespidae (Mancini, et al., 2006) as cristas aparecem restritas a face distal do derivado
em relacdo ao axonema. As cristas mitocondriais em P. nasuta sdo bem desenvolvidas,
chegando a alcancar a regido de material paracristalino, o que ndo foi observado ainda
em nenhum outro Hymenoptera.

Em P. nasuta, a regido de cristas é E-PTA negativa, enquanto a regido de
material paracristalino é positiva. Resultado semelhante foi observado em Meliponini
(Zama et al., 2004), Euglossini (Zama et al., 2005a) e Sphecidae (Zama et al., 2005d).
Entretanto, em Apini (Lino-Neto et al., 2002b) e Bombini (Zama, 2003) ambas as
regides sdo E-PTA negativas.

A conformagdo do axonema de 9+9+2 microtubulos, observada em P.
nasuta, é considerada padrdo para insetos. Entretanto, variacBes nesse padrdo podem
ocorrer, embora raras. Em todos os Hymenoptera ja estudados, apenas nas formigas do

género Pseudomyrmex foi observado um axonema com 9+9+1 microtibulos (Moya, et
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al., 2007), denominado assim por apresentar apenas um microtubulo central e ndo dois
como no padréo.

Na sequéncia de terminalizacdo dos microtubulos, na regido final do
axonema, P. nasuta assemelha-se aos demais Aculeata estudados (q.v.), no qual os
microtibulos da dupla e o par central terminam primeiro que os microtibulos
acessorios, exceto em Formicidae (Lino-Neto & Dolder, 2002) onde todos os
microtibulos finalizam aproximadamente juntos. Ja nos Parasitica, 0S acessorios
terminam primeiro, seguidos dos centrais e finalmente das duplas (Lino-Neto et al.,
1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001b). Entretanto, excepcionalmente em P. nasuta,
0s microtubulos acessorios terminam, aparentemente, bem depois os demais. Isso é
possivel supor porque, nas micrografias, € grande a quantidade de axonemas
apresentando apenas estes microtubulos. Se de fato os microtibulos acessorios
terminarem bem depois dos demais, é possivel que a longa regido delgada no final do
flagelo contenha apenas esses microtubulos.

Todos os microtabulos responderam positivamente ao método de E-PTA,
diferente do que ocorre em Sphecidae (Zama et al., 2005d), Apini (Lino-Neto et al.,
2000b), Meliponi (Zama et al., 2004) e Euglossini (Zama et al, 2005), onde apenas 0s
microtibulos centrais sdo E-PTA positivos. JA& em Bombini (Zama, 2003), os
microtUbulos acessorios e 0s centrais sdo positivos, enquanto que os microtdbulos das
duplas séo negativos.

A andlise morfoldgica dos espermatozoides de P. nasuta vem dar suporte a idéia
de que essas celulas apresentam um padréo geral basico para Hymenoptera e, também,
de que ha diferencas, as quais podem ser sutis ou, até mesmo, bastante significativas.
Portanto, podendo fornecer dados que poderdo ser utilizados para resolver incertezas
sobre as relacOes filogenéticas deste grupo de insetos. Entretanto, ainda é necessario que
especies representantes de outras familias de Crysidoidea sejam estudadas, para
determinar se as novas caracteristicas encontradas em P. nasuta, como, por exemplo, a
reducdo no diametro do flagelo e o formato e a disposi¢do do material paracristalino,

estdo presentes apenas nesta espécie, em toda a familia ou, mesmo, na superfamilia.
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4. Conclusdes

Nossos resultados demonstraram que a morfologia dos espermatozdides de

Prorops nasuta é semelhante ao descrito para os outros Hymenoptera, com algumas

diferencas que definem a espécie, a saber:

1. Esté entre os maiores espermatozéides de Hymenoptera;

2. Apresenta espermatozoides com longa regido delgada terminal,

3. Adjunto do centriolo mostrando periferia pregueada;

4. Derivados mitocondriais simétricos com material paracristalino em ambos, ocupando

a face adjacente ao outro derivado;

5. Cristas mitocondriais bem desenvolvidas.
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